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NANOPARTICULAS DE ACIDO HIALURONICO 



CAMPO DE LA INVENCI6N 

La presente invenci6n se refiere al desarrollo de un sistema nanoparticular para la 
5 administraci6n de macromoteculas activas, tanto de caiicter hidrofilico o hidrof6bico, una 
composicion que comprende las mismas y un procedimiento para su elaboraci6n. Estas 
nanopartlculas comprenden &cido hialur6nico en forma de sal, preferentemente la sal s6dica de 
dicho pollmero, y un polimero cargado positivamente, preferentemente quitosano Se incorpora a 
la formulaci6n una sal poliani6nica, de manera preferida seleccionada de entre el grupo de los 
10 fosfatos. Estas nanopartlculas pueden ser utilizadas para la administration de ingredientes 
activos por diferentes vfas al organismo. Los ingredientes activos pueden ser moteculas con 
propiedades terapduticas, vacunas o ingredientes cosm&icos. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

15 La administraci6n de principios activos presenta numerosas dificultades, dependientes 

tanto de la via de administraci6n utilizada como de las caracteristicas fisicoqufmicas y 
morfol6gicas de las mol£culas. Es conocido que los mayores inconvenientes se presentan a la 
hora de administrar molteulas activas inestables, hidrofilicas y de gran tamano. Por una parte, el 
acceso de las macromoteculas hidrofilicas al interior del organismo se ve limitado por la baja 

20 permeabilidad que presentan las barreras biol6gicas. Asimismo, 6stas son susceptibles de ser 
degradadas debido a los diferentes mecanismos de defensa que presentan tanto el organismo 
humano como animal. Estas dificultades han de ser solventadas para conseguir el acceso de la 
motecula activa a la diana terapSutica y, asi, una terapia efectiva. 

Ha sido demostrado que la incorporaci6n de macromol&ulas en sistemas de tamano 
25 nanom&rico facilita su penetraci6n a trav6s de las barreras epiteliales y las protege de ser 
degradadas. Asi pues, el diseno de sistemas nanoparticulares capaces de interaccionar con 
dichas barreras se presenta como una estrategia prometedora para conseguir la penetracion de 
principios activos a trav6s de mucosas. 

Es tambten conocido que la capacidad de estos sistemas para atravesar las barreras 
30 externas y acceder al interior del organismo depende tanto de su tamano como de su 
composici6n. Partlculas de pequeno tamano aumentardn el grado de transporte respecto a las de 
un mayor tamano; las nanopartlculas, de di&metro inferior a 1 jxm, responden a este criterio. Si 
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se elaboran a partir de polimeros de origen natural, biocompatibles y biodegradables, 
incremental! las posibilidades de que 6stas sean transportadas a trav6s de las mucosas del 
organismo de forma natural, mediante mecanismos de transporte conocidos y sin alterar la 
fisiologfa de los epitelios. Otra caracteristica de los sistemas nanoparticulares es que penniten la 
5 liberaci6n controlada de las mol6culas activas que incorporan y su orientacidn hacia los tejidos 
diana. 

El £cido hialur6nico es un polimero de origen natural. Mas concretamente, es un 
glicosaminoglicano presente en la matriz extracelular de tejidos conectivos, como son el 
subcutSneo y el cartflago, asi como en el cuerpo vitreo del globo ocular y en el fluido sinovial 

10 de las cavidades articulares. Se trata de un polimero para el cual existen receptores, siendo 
predominantes CD44 y RHAMM, los cuales se encuentran localizados a nivel de la superficie 
celular en pr£cticamente todas las c61ulas del organismo, a excepci6n de los gl6bulos rojos. La 
interacci6n del dcido hialur6nico con estos receptores permite la regulaci6n de determinados 
procesos fisiol6gicos como son la movilidad y proliferation celular. Debido a estas propiedades, 

15 el Scido hialuronico es utilizado en terap£utica, ya que ejerce un papel importante en procesos 
como morfog6nesis y desarrollo embrionario, cdncer e inflamaci6n. Ademds, debido a las 
citadas propiedades, el dcido hialur6nico es utilizado para la promover la cicatrizaci6n de 
epitelios. Prueba de esta actividad biol6gica son numerosos trabajos en los que se incluye al 
6cido hialur6nico como biomotecula activa, pudiendo mencionar los descritos por Sand et al., 

20 Acta Ophthalmol. 67, 1989, 181-183, donde se aplica £cido hialur6nico en el tratamiento de 
keratoconjuntivitis sicca y Nishida et al., Exp. Eye Res. 53, 1991, 753-758, donde se aplica 
como agente cicatrizante a nivel corneal. 

El &cido hialuronico y sus derivados, bajo diferentes fonnas de presentaci6n, han sido 
objeto de numerosas patentes. En algunos de estos documentos el Scido hialur6nio se presenta 
25 como motecula activa y en otras como biomaterial -excipiente-empleado en el desaiTollo de 
sistemas de liberation de f&imacos. Su interns en esta linea se debe a que es un polimero 
biodegradable, biocompatible, no immunogenico y que presenta propiedades mucoadhesivas. 

De entre las patentes en las que se cita el acido hialuronico como ejemplo de 
molecula activa cabe destacar los siguientes: 

30 El documento WO9606622 reivindica la utilizaci6n de dcido hialur6nico y 

derivados, solo o en combinaci6n con otro agente terapdutico, para modular la actividad celular 
de aquellos tejidos y cSlulas que en su superficie expresan receptores para el £cido hialur6nico, 
y asf tratar o prevenir procesos inflamatorios, fibrosis, o oncogenesis. 
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La patente US6383478, protege un sistema de liberaci6n consistente en 
microparticulas, nanoparticula o films en los que se incorpora el 6cido hialur6nico como posible 
molecula activa para promover la angiog&iesis. El film polimdrico o el vehiculo particular estSn 
fonnados por al menos dos polimeros ani6nicos (entre los que no figura el Scido hialur6nico), 
5 un polimero cati6nico (entre los que no figura ni el quitosano ni la gelatina ni el col&geno) y un 
cati6n de bajo peso molecular. 

El documento WO01 01964 se refiere a la formation de un complejo i6nico, entre 
polimeros hidrofilicos de cargas opuestas, que posteriormente ser& precipitado dando lugar a la 
formaci6n de particulas, en un rango de tamano entre 5nm-lmm. El polimero cati6nico puede 

10 ser un polimero con carga positiva, como por ejemplo el quitosano. Como polimeros ani6nicos 
se mencionan sulfato de dextrano y otros. La precipitaci6n tiene lugar al producirse la 
desolvataci6n del complejo, mediante la adici6n de agentes desolvatantes, en este caso sulfato 
de zinc. Estos complejos particulados incorporan una biomoldcula que previamente es 
complejada con uno de los polimeros hidrofilicos que forman parte del vehiculo. El dcido 

1 5 hialur6nico puede ser una de las biomoleculas incorporadas, ya que la descripci6n incluye el uso 
de polisac&ridos. Por tanto, se trata de un sistema en el que la motecula activa (ficido 
hialur6nico) es complejada con un polimero cati6nico (por ejemplo el quitosano) y este 
complejo se hace interaccionar con otro polimero ani6nico (sulfato de dextrano) y el conjunto se 
precipita por adicion de sulfato de zinc. 

20 El documento WO9704747 describe la obtenci6n de nanopartfculas a partir de 

polimeros principalmente hidrofobicos, estando dichas nanoparticulas recubiertas por un agente 
adhesivo. Como ejemplo de moldcula activa se cita a un polisacdrico, que podria ser el dcido 
hialur6nico, aunque no se menciona explicitamente. Aunque dicha patente senala el quitosano 
como posible material para formar las nanopartfculas, todos los ejemplos se refieren a la 

25 utilizaci6n de polimeros hidrof6bicos, siendo necesarios disolventes organicos para formar las 
nanoparticulas. 

El grupo de patentes en las que el dcido hialuronico es empleado como excipiente 
para el desarrollo de sistemas de liberaci6n de principios activos, es tambifin muy amplio. 
Dichos sistemas pueden presentarse en forma de simples complejos, hidrogeles, microsferas y 
30 nanoparticulas. 

Entre los numerosos sistemas que incorporan dcido hialur6nico o derivados del mismo 
en su composici6n, cabe destacar los documentos siguientes: 
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El documento EP0544259 se refiere a la obtenci6n de un complejo de acido hialur6nico 
con un material de elevado peso molecular con grupos amino como puede ser el quitosano. Este 
complejo se presenta en diferentes formas adoptando la del recipiente en que es obtenido. 

En el documento WO01 82724 se reivindica una composicidn que es un simple 
5 complejo particulado formado un aminopolisacarido cargado positivamente, pudiendo este ser 
quitosano, y un polisacarido dotado de carga negativa, mencionando el acido hialur6nico. Este 
complejo particulado se forma segun un proceso de precipitacidn no controlada. Es deck, no se 
hace uso de ningun agente reticulante que permita controlar la formacidn de las particulas, por 
lo que las particulas resultantes son normalmente irregulares y altamente dispersas. 

10 Ademas, existen una serie de palentes'que p'rotegen la obtencion de hidrogeles con 

arreglo a diferentes procedimientos y composiciones. Entre estas cabe destacar: 

US4582865 protege la obtencidn de hidrogeles de acido hialur6nico o derivados, s61o o 
en combinaci6n con otros pohmeros hidrofilicos como celulosa, colageno, xantano, 
carboximetilcelulosa, etc., obtenidos al hacerlos reaccionar con una divinilsulfona 

15 WO0128602 describe la obtencidn de una formulaci6n inyectable, en forma de gel o 

pasta, para la liberaci6n de proteinas osteogenicas que comprende derivados bencilester de 
acido hialur6nico, una proteina osteogenica y trifosfato calcico como componente mineral. 

El documento WO9009401 se refiere a hidrogeles de acido hialur6nico o derivados, 
obtenidos por reticulacidn del polimero tras hacerlo reaccionar con un derivado de acido 
20 fosf6rico, donde se establecen puentes de uni6n ester fosfato. Estos hidrogeles resultan utiles 
para su aplicacidn como implantes depdsito de principios activo, en forma de films, tubos, etc. 

El documento WO0230990 describe la produccidn de un derivado amida reticulado del 
acido hialurdmcorbasado en una reaction de este con un polhnero catidnico con dos o mas 
grupos amino (entre los cuales se encuentra el quitosano). Para llevar a cabo esta reaccidn 
25 quhnica se necesita de un agente activador de grupos carboxilicos, utilizando una carbodiirnida. 
Este derivado amida del acido hialurdnico se puede presentar en forma de geles, membranas, 
beads... 

Asimismo, existen una serie de documentos que hacen referencia a la obtencidn de 
particulas (microparticulas o nanopartfculas) en cuya composicidn entra el acido 
30 hialurdnico. Conviene hacer la distinci6n entre las microsferas o microparticulas cuyo tamano 
de particula esta entre l-100um y las nanosferas o nanoparticulas cuyo tamano es inferior a una 
micra. Aunque existen patentes que reivindican intervalos de tamano de particula muy amplios 



WO 2004/112758 PCT/ES2004/000284 



(desde nano a micro), lo cierto es que muchas de las tecnologias aplicables a la obtenci6n de 
microparticulas no permiten la foimaci6n de nanoparticulas. 

Asi, la patente WO 89/03207 y el artfculo de Benedetti et al., Journal of Controlled 
Release 13, 33-41 (1990)presentan la obtenci6n de microsferas de Scido hialur6nico segiin el 
5 metodo de evaporaci6n del disolvente. M&s recientemente, el documento US6066340 se refiere 
a la posibilidad de obtener dichas microsferas haciendo uso de tScnicas de extracci6n del 
disolvente. No obstante, dichos documentos no mencionan la obtenci6n de nanoparticulas ya 
que no es posible conseguir la formaci6n de nanoparticulas segun las t^cnicas referidas en los 
mismos. 

1 0 Adem&s, se ha propuesto la combinaci6n de dcido hialur6nico y quitosano en un 

sistema microparticular a fin de combinar el efecto mucoadhesivo del &cido hialurinico con el 
efecto promoter de la absorci6n del quitosano. El valor de esta combinaci6n microparticular se 
refleja en los trabajos de Lim et al, J. Controll Rel. 66, 2000, 281-292 y Lim et al, Int. J. 
Pharm. 23, 2002, 73-82. Al igual que en el documento precedente, estas microparticulas han 

1 5 sido preparadas por la tdenica de emulsi6n-evaporaci6n del solvente. 

El documento US2001053359 propone la combinaci6n, para administraci6n nasal, 
de un antiviral y un material bioadhesivo, presentdndose en foima una solucidn o bien de 
microsferas compuestas de diferentes materiales, entre ellos gelatina, quitosano o dcido 
hialur6nico, pero no sus mezclas. Las microparticulas son obtenidas por t&nicas cldsicas como 
20 la atomizacion y emulsi6n/evaporaci6n. del disolvente. Una vez obtenidas, las microparticulas 
son endurecidas por procedimientos convencionales de reticulaci6n quimica (dialdehidos y 
dicetonas). 

El documento US2002197328 se refiere igualmente a microparticulas, preparadas a 
partir del icido hialur6nico, por atomizaci6n. La diferencia con respecto a las anteriores es que 
25 se protegen las microparticulas de Scido hialur6nico de alto peso molecular (superior a 
1,000,000 daltons). Aunque en las reivindicaciones se seiiala la obtenci6n de partictaas de 
tamano inferior a 1 micra, lo cierto es el que procedimiento de atomizaci6n con el que se 
obtienen las particulas referidas, no permite la obtenci6n de nanoparticulas. 

M£s recientemente, el documento US20030026844 ha ido encaminado a proteger 
30 particulas porosas, con un tamano entre 1 0nm-500^im, que presentan grupos i6nicos funcionales 
en su superficie. Estas particulas est£n constituidas por uno o mds biopolimeros (entre los cuales 
se encuentran determinados polisaciridos como dcido hialuronico, quitosano). Segiin este 
documento, los grupos i6nicos se consiguen gracias a la incorporacion imprescindible de 
agentes tensoactivos ionizables. Para la formacion de estas particulas describen diferentes 
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m&odos, como extracci6n o evaporaci6n del solvente, atomizaci6n, coacervaci6n y uso de 
fluidos supercriticos. A pesar de que en las reivindicaciones se senala la obtenci6n de particulas 
de tamano inferior a 1 micra, lo cierto es el que los procedimientos descritos en dicho 
documento no permiten la obtencion de nanoparticulas. 

5 El documento WO-A-99/47130 se refiere a nanoparticulas que presentan un complejo 

polielectrolitico, a partir de un policati6n (que puede ser quitosano) y un poliani6n, asi como al 
menos un ingrediente bioactivo, siendo las nanoparticulas obtenibles tratando adicionalmente el 
complejo de polielectrolito durante o desputk de su formaci6n con al menos un agente 
reticulante (glioxal, TSTU o EDAP). Como poliani6n se indica el sulfato de polixilano. 

10 El documento US6132750 se refiere a la obtenci6n de particulas de pequeno 

tamano (micro y nanoparticulas) que en su superficie contienen al menos una proteina 
(cotegeno, gelatina) y un polisac&rido (quitosano o glicosaminoglicanos, entre otros). Se forman 
por reticulation interfacial con un agente acilante polifuncional que forma enlaces amida o 
6ster, y opcionalmente enlaces anbddridos. Se pretende que en su superficie queden grupos 

15 libres capaces de reaccionar con iones metalicos. 

El documento W09918934 se refiere a un nanoparticulas que constan de un nticleo 
formado por un polimero cargado positiva o negativamente y una cubierta formada por la 
combinaci6n de ambos. Durante la producci6n de las mismas necesitan la aplicaci6n de 
ultrasonidos. La estabilizaci6n de las particulas se realiza por reacci6n de las mismas con un 
20 agente reticulante (un polialdehido de dextrano, un polimero fotoreticulante o una glutamil 
transferasa). 



RESUMEN DE LA INVENCION 

La presente invenci6n se refiere a nanoparticulas que comprenden Scido hialur6nico en 
25 forma de sal, preferentemente la sal s6dica de dicho polimero, y un polimero de origen natural 
cargado positivamente, preferentemente quitosano, de manera que interaccione 
electrostdticamente con la forma desprotonada del £cido hialur6nico. Se incorpora a la 
formulaci6n una sal poliani6nica capaz de reticular i6nicamente la molecula cati6nica causando 
su gelificaci6n, de manera preferida seleccionada de entre el grupo de los fosfatos. 

30 Una combinaci6n entre dcido hialur6nico y quitosano, en forma nanoparticular, conduce 

a la obtenci6n de un sistema con elevado potencial en el campo de la terap&itica. Por otra parte, 
es conocida la posibilidad que existe de obtener complejos i6nicos a partir de ambos polimeros, 
al presentar cargas opuestas. Tambi6n es conocida la diferencia existente entre complejos y 
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nanoparticulas, ya que la ventaja de las nanoparticulas con respecto a los complejos es un mayor 
control en cuanto a su composici6n y tamano, asi como una mayor estabilidad. Con el objeto de 
proporcionar estabilidad a los sistemas, se ha procedido a la reticulaci6n de los mismos 
mediante la adici6n de sustancias que forman enlaces quimicos entre los compuestos. 

5 Debido a todo lo mencionado anteriormente, la presente invenci6n se refiere a la 

combinaci6n de dos polimeros, acido hialur6nico y quitosano, pudiendo sustituirse el quitosano 
por otros polimeros de origen natural cargados positivamente, como colageno o gelatina, para la 
obtenci6n de un sistema nanoparticular. Asimismo se ha encontrado un procedimiento de 
elaboraci6n de nanoparticulas que da lugar a la formaci6n de las mismas de manera controlada y 

10 que prescinde del uso de solventes organicos asi como de condiciones extremas. Por tanto, se 
preserve asi la integridad de las macromoleculas incorporadas al sistema, susceptibles de ser 
degradadas. Para lograr la fonnaci6n de nanoparticulas en un rango de tamafios deseado, se 
recurre a la adicibn de una sal poliani6nica que conducira a la gelificaci6n del polimero de carga 
positiva, simultaneamente con la interacci6n idnica con el acido hialur6nico. Se trata, por tanto, 

15 de un proceso de gelificaci6n/interacci6n i6nica, que ocurre de manera controlada y 
proporcionara estabilidad al sistema, sin que exista la necesidad de creacidn de enlaces 
covalentes entre los componentes. Estas nanoparticulas presentaran ventajas respecto a otros 
sistemas de mayor tamano (microparticulas, pellets, vedas, films, esponjas...) en cuanto a sus 
aplicaciones biol6gicas. De hecho, se sabe que la interacci6n de un sistema de liberaci6n de 
20 farmacos con una superficie biologica esta altamente condicionada por su tamano. Asi, las 
nanoparticulas son capaces de atravesar epitelios y mucosas actuando como sistemas de 
transporte de farmacos, mientras que las microparticulas no tienen esa capacidad. Igualmente, la 
biodistribuci6n de estos sistemas esta altamente condicionado por el tamano. El conocimiento 
generado en los ultimos afios en el mundo de los sistemas coloidales de Uberaci6n de farmacos 
25 ha permitido fijar una frontera claramente definida entre los sistemas coloidales (inferiores a 
una micra) y los sistemas microparticulares. 

DESCRIPCION DE LA INVENCI6N 

La presente invenci6n describe la elaboraci6n de nanoparticulas constituidas a partir de 
30 una sal del acido bialur6nico y de otro polimero hidrofilico capaz de interaccionar con el 
mencionado glicosaminoglicano, siendo mediada dicha interacci6n por una sal poliani6nica 
capaz de reticular el sistema mediante el establecimiento de interacciones electrostaticas. El 
m6todo de obtenci6n de las particulas es un metodo sencillo que evita el uso de solventes 
organicos asi como de condiciones drasticas. Ademas, tampoco es necesario Uevar a cabo 
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ningiin tipo de reacci6n qufmica para la obtenci6n de las mismas, ya que segun se ha indicado el 
procedimiento de reticulaci6n es i6nico. 

Segun un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para 
elaborar nanopartfculas de acido hialur6nico con un diametro inferior a lum, que incorporan un 
5 ingrediente activo, independientemente de la naturaleza hidrof6bica o hidrofilica del mismo. 
Este procedimiento comprende las siguientes etapas: 

a) preparer una disoluci6n acuosa de una sal de acido hialur6nico, de forma preferida en una 
concentraci6n de entre 0,50 y 5 mg/mL; 

b) preparar una disoluci6n acuosa de un polimero cati6nico, de forma preferida en una 
1 0 concentraci6n de entre 0,5 y 5 mg/mL; 

c) adicionar una sal poliani6nica a la disoluci6n de la sal de acido hialur6nico, de forma 
preferida en una concentraci6n de 0,25 y 1,00 mg/mL, 

d) mezclar bajo agitaci6n las disoluciones resultantes de las etapas b) y c), obteniendose 
espontaneamente las nanopartfculas. 

15 El ingrediente activo o los ingredientes activos son disueltos en una de las disoluciones 

a), b) o c) o bien en la suspensi6n de nanopartlculas obtenida en la etapa d) para ser adsorbido 
sobre las nanopartfculas. 

Segun un segundo aspecto, la presente invenci6n se refiere a nanopartfculas obtenidas 
segun el procedimiento anterior, con unas caracteristicas determinadas en cuanto a su 
20 composition, propiedades y morfologia, comprendiendo acido hialur6nico, un polfmero cargado 
positivamente, una sal poliani6nica y una macromolecula. 

Segun un aspecto adicional, la invencidn se refiere a una composici6n farmaceutica o 
cosmetica que comprende las nanopartfculas anteriores, junto con uno o mas excipientes 
farmaceuticamente o cosm&icamente aceptables, respectivamente. 

25 Segun una realizaci6n preferida, la sal del acido hialur6nico es la sal s6dica del mismo. 

De forma preferente, el polfmero cargado positivamente sera el quitosano, pudiendo utilizar 
tambien colageno o gelatina. 

Tambien de forma preferente, la sal poliani6nica sera seleccionada de entre el 
grupo de los fosfatos, tomando como modelo el tripolifosfato s6dico debido al elevado numero 
30 de cargas negativas que presenta en su estructura. 

La formaci6n de las partfculas se produce al mezclar volumenes de las soluciones 
mencionadas en diferentes proporciones. De este modo, las nanopartfculas tendran una 
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proporci6n relativa de los diferentes ingredientes acido hialur6nico:poIimero positivorsal 
ani6nica que podra variar entre 1:0,5:0,1 y 1:10:2, y, de fonna preferida, entre 1:1:0,15 y 
1:10:1,5. 

El procedimiento de elaboraci6n de las particulas de acido hialur6nico puede 
incluir una etapa adicional de liofilizaci6n, con el fin de preservarlas durante su almacenamiento 
para que conserven sus caracteristicas iniciales. En forma liofilizada, las nanoparticulas pueden 
ser almacenadas durante largos periodos de tiempo, y ser facilmente regeneradas, en caso 
necesario, simplemente anadiendo un volumen de agua 6ptimo. Por otra parte, el grado de 
reticulaci6n de las nanoparticulas aumenta con este proceso, ya que tiene lugar una 
aproximaci6n entre las cadenas polimericas, lo-que facilita que aumente el grado de 
entrecruzamiento polimerico, asi como que se potencie el efecto del polianion como agente 
reticulante. 

Para la liofilizaci6n de las particulas unicamente es necesaria la adici6n de pequefias 
cantidades de azucares, ya que el acido hialur6nico ejerce un efecto como crioprotector. 
15 De acuerdo con esta etapa adicional, la presente invenci6n se refiere tambien a 

nanoparticulas de acido hialur6nico y un polimero positive bajo forma de liofilizado, y a una 
composici6n farmac6utica o cosm6tica que las incluya, asf como al menos un excipiente 
farmaceutica o cosmeticamente aceptable. 

Las nanoparticulas aquf descritas presentan una estabilidad adecuada tanto en 
suspension como bajo forma de liofilizado, por lo que pueden ser almacenadas durante largos 
periodos de tiempo. Por otra parte, tambien ha side estudiada su estabilidad en deterrninados 
fluidos biol6gicos lo cual garantiza que tras su administration a organismos, humano o animal, 
permaneceran bajo forma nanoparticular. 

Por otra parte, las nanoparticulas que comprenden acido hialuronico en su composition 
25 han demostrado poseer excelentes propiedades de mucoadhesividad debido a su capacidad de 
interaction con la mucina (protema presence en el moco), lo cual las convierte en sistemas de 
gran utilidad como sistemas farmaceuticos y tambien cosmeticos. Pueden ser administradas por 
diferentes vias, y entre ellas resulta de elevado interes la administraci6n a traves de mucosas, asi 
como tambien su administracidn por inyeccion intra-articular. 

El ingrediente active a incorporar en las nanoparticulas que comprenden acido 
hialur6nico sera aquel con propiedades farmacoterapeuticas adecuadas de acuerdo con la 
aplicaci6n terapeutica a la cual sea destinada la formulation. El efecto sobre el organismo 
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humano o animal de las macromoleculas incorporadas tendra por objeto curar, minimizar o 
prevemr una enfermedad, tras ser administradas. 

Segun la presente invenci6n, las nanopartfculas de acido hialur6nico y un polimero 
ca tl 6nico, como el quitosano, resultan adecuadas para incorporar macromoleculas 
mdependientemente de las caracterfsticas de solubilidad de las mismas. La capacidad de 
aso C1 aci6n depended de la macromolecula incorpoxada, pero en terminos generales resulta 
elevada tanto para macromoleculas hidrofilicas como para aquellas de marcado caracter 
mdrof6b 1C0 . El ingrediente activo podra ser un farmaco, una vitamina, una vacuna, etc., o un 
agente cosmStico. 

La macromolecula destinada a ser incorporada en las nanopartfculas se disolvera 
previamente en una de las dos disoluciones acuosas que se emplean en la producci6n de las 
masmas. En el caso de macromoleculas de caracter lipofilico, se ha introducido una variante en 
la tecnica de producci6n segun la cual el ingrediente activo es disuelto en primer lugar en un 
pequeno volumen de una mezcla de agua y un disolvente organico miscible con agua de 
manera preferida acetonitrilo, de forma preferida en una proporcion aproximada de 1 -1 el cual 
segmdamente se adicionara a una de las disoluciones acuosas mencionadas con anterioridad de 
forma que la concentraci6n en peso del disolvente organico en la disoluci6n final sea siempre 
menoral 10%. 

Cabe la posibilidad de que las nanopartfculas descritas en la presente invenci6n 
mcorporen mis de una macromolecula, que podran estar disueltas en la misma disolucibn o en 
ambas por separado, dependiendo esto de la naturaleza de las macromoleculas a incorporar 
evatando que exista ningun tipo de interacci6n, bien sea qufmica o fisica, entre ellas. 

Las nanopartfculas de acido hialur6nico presentan un diametro medio inferior a lum 
respondiendo por tanto a la definicidn de nanopartfculas, sistema coloidal constituido a base di 
polfmeros con un tamafio inferior a lum. El tamafio de las mismas variara en funci6n de la 
cantidad de acido hialur6nico que las constituye, asf como en funci6n de la cantidad de sal 
pohani6nica que se emplee en la reticulaci6n del sistema, y de la naturaleza del pnncipio activo 
que incluyen. 

La carga superficial de las mismas puede variarse en funci6n de las diferentes 
proporciones de Ios polfmeros constftutfvos de las mismas. Mas concretamente la carga 
superficial de las nanopartfculas varia en magnitud en funcion de la cantidad' de acido 
hialurdnico que las constituye, y de la sal polianionica reticulante. Frecuentemente interesa que 
la carga superficial tome valores positives, ya que las superficies biol6gicas del organismo y 
partacularmente las mucosas, se encuentran cargadas negativamente. Por tanto, la carga positiva 
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de las nanopartfculas favorece su interacci6n con las mismas y, como consecuencia, se vera 
favorecido el que las macromofcculas asociadas al sistema nanoparticular actuen sobre los 
tejidos diana. 

La cantidad de acido hialur6nico que se incluye en la formaci6n de estas nanopartfculas, 
por otra parte, se espera que module la liberacion de las macromoleculas incorporadas, ya que 
las nanopartfculas son vebiculos con los que se pretende liberar sustancias activas a los 
organismos humano o animal de manera controlada o retardada. 

A continuaci6n, para una mayor comprensidn de las caracteristicas y ventajas de la 
presente invencidn, se hara referenda a una serie de ejemplos que de forma explicativa 
completan la descripci6n anterior, sin suponer en modo alguno que esta se vea limitada a los 
mismos. 

EJEMPLOS 

Durante la exposici6n de los siguientes ejemplos se emplearan una serie de 
abreviaturas: 

1 5 HANa = Sal s6dica del acido hialur6nico. 

CS = Quitosano. 

TPP = Tripolifosfato s6dico. 

FTTC-BSA = Albumina marcada con fluoresceina. 

CsA= Ciclosporina A. 
20 SLF = Fluido lacrimal artificial. 

Eiemplo 1 

Se prepararon nanopartfculas de acido hialurfnico en forma de sal s6dica, quitosano 
como polimero cati6nico, y tripolifosfato sodico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. Se adicion6 la disoluci6n de hialuronato y tripolifosfato 
s6dico sobre la disolucidn de quitosano, bajo agitaci6n magnetica, la cual se mantuvo durante 
media hora, permitiendo la completa evolucidn del sistema hacia una forma nanoparticular 
estable. Una vez preparadas, se midi6 su diametro medio, as! como su carga eldctrica superficial 
(potencial zeta) y se calcul6 el rendimiento de P roducci6n (el cual se expresa en porcentaje, y 
tiene en cuenta el peso de las nanopartfculas respecto al peso de los polimeros incorporados). En 
la tabla 1 y Figures 1,2,3 se muestran los valores que toman los parametros citados en fimcidn 
de la proporci6n de HA-Na, Cs y TPP. 



25 



30 



WO 2004/112758 



PCT/ES2004/000284 



12 

Tabla 1: 



HA-Na/CS/TPP 


Diametro medio 


Potencial C, 


Rendimiento 


(P/P) 


(nm) 


(+mV) 


producci6r 


1/1/0,05 


769±36 


+36.09±0.99 


43±0,5 


1/1/0,1 


696±129 


+34.50±0.28 


53±3 


1/1/0,15 


585±9 


+32.90±0.42 


64±3 


1/1/0,2 


782±36 


+31.90±0.42 


75±1 


1/2/0,1 


550+.42 


+34.95+1.14 


38±4 


1/2/0,2 


509±48 


+32.63±0.68 


55±1 


1/2/0,3 


584±26 


+32.60±0.52 


87±8 


1/2/0,4 


576±100 


+31.66±0.78 


82±14 


1/3/0,15 


539±52 


+38.16±0.57 


19±2 


1/3/0,33 


442±53 


+32.63+0.71 


40±3 


1/3/0,5 


420±16 


+36.7610.84 


58±5 


1/3/0,66 


379±34 


+35.33±1.93 


72+3 


1/10/0,5 


634±55 


+46.11±1.69 


6+2 


1/10/1 


396±39 


+44.78±1.55 


15±1 


1/10/1,5 


312±29 


+42.05±1.42 


21±6 


1/10/2 


290±24 


+41.59±2.22 


34+12 



Eiemplo 2 

Se prepararon nanopartfculas de acido hialur6nico en forma de sal s6dica, quitosano 
como polfmero cati6nico, y tripolifosfato s6dico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. Se procedi6 a la incoiporaci6n de una macromolecula 
hidrofllica en su composici6n, seleccionando para tal fin FITC-BSA. Se trata de una 
macromolecula cargada negativamente en ambas disoluciones debido al pH de las mismas (3 en 
el caso de la disoluci6n de quitosano, y entre 8-8.5 en el caso de las disoluciones de hialuronato 
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y tripolifosfato), por lo que se incorpor6 junto al acido hialur6nico para evitar la aparici6n de 
interferencias en la fonnaci6n de las partfculas. 

Se estableci6 una carga te6rica de un 30% respecto al peso de los polimeros, y una vez 
preparadas segun el procedimiento de la invencidn se detennind la eficacia de encapsulaci6n 
(evaluando la proteina libre mediante espectroscopia visible, con A.=494nm). Tambien se midid 
su diametro medio. El rendimiento de producci6n foe detenninado teniendo en cuenta el peso de 
los polimeros y de la proteina incorporada. Teniendo en cuenta este ultimo dato, foe posible 
determinar la capacidad de carga real de las partfculas. 



10 Tabla2: 



HANa/CS/TPP 


Diametro medio 


Eficacia de 


Rendimiento de 


Carga en FTTC- 


(P/P) 


(nm) 


encapsulation 


producci6n 


BSA 






FTTC-BSA (%) 


(%) 


(%) 


1/2/0,4 


745±58 


99.75±0.06 


71±2 


33 


1/3/0,5 


518±30 


99.79±0.03 


70±3 


34 


1/10/1,5 


321±24 


99.10±0.04 


36±4 


63 



15 



20 



25 



Eiemplo 3 

Se prepararon nanopartfculas de acido hialur6nico en forma de sal sddica, quitosano 
como pohmero catidnico, y tripoUfosfato sddico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. Se procedid a la incorporacidn de una macromolecula 
ludrofdbica, tomando para ello el polipeptido ciclosporina A, agente immunomodulador 
practicamente insoluble en agua, sobre todo a temperamras moderadas. El procedimiento de 
elaboracidn es el ya descrito en la presente invencidn, con una modificacidn, ya que la 
macromolecula es disuelta previamente en una solucidn acetonitrilo/agua al 50% (V/V), bajo ' 
una concentracidn de lOmg/mL. Posteriormente, un pequefio volumen de esta disolucidn, en 
torno a 200uL, es afiadido a la solucidn de quitosano, e inmediatamente despues se adiciona la 
disolucidn que contiene la sal de acido hialurdnico y el agente reticulante. La encapsulacion del 
farmaco tiene lugar en foma de nanocristales, lo cual justifica que el proceso de adicidn de la 
segunda disolucidn sea rapido evitando que la macromolecla precipite y facilitando que se 
incorpore a las nanopartfculas. 
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Se establece una carga te6rica de CsA del 25% respecto al peso de los polfmeros, y una 
vez preparadas segun el procedimiento de la invention se detennin6 la eficacia de 
encapsulaci6n (evaluando el polipeptido libre mediante espectroscopia ultravioleta, con 
X=200nm). Tambien se midid su diametro medio. El rendimiento de producci6n fue 
determinado teniendo en cuenta el peso de los pollmeros y del polipeptido incoiporado. 
Teniendo en cuenta 6ste ultimo dato, fue posible determinar la capacidad de carga real de las 
particulas. 



Tabla 3 



HANa/CS/TPP 


Diimetro medio 


Eficacia de 


Rendimiento de 


Capacidad de 


(P/P) 


(nm) 


encapsulaci6n 


production 


carga 






(%) 


(%) 


(%) 


1/2/0,4 


658±43 


99.68±0.27 


83±5 


24 


1/3/0,5 


536±88 


99.66±0.25 


74±6 


27 


1/10/1,5 


515±88 


98.93±0.52 


54±5 


37 



Eiemplo 4 

Se prepararon nanopaiticulas de acido hialur6nico en forma de sal sodica, quitosano 
como polimero cati6nico, y tripolifosfato s6dico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. Se reaUzaron medidas de tamano de particula y carga 

1 5 superficial, durante un mes, con el fin de obtener informaci6n acerca de la evolution del sistema 
con el tiempo. Para ello se seleccionaron distintas formulaciones con diferentes cantidades de 
acido hialur6nico. Las proporciones te6ricas HANa/CS/TPP fueron: 1/2/0.4 (♦), 1/2.5/0.25 (•), 
l/3/0.5(«) 1/3/0.66 (-) y 1/10/1.5 (A). Los resultados presentados en las figuras 4 y 5 
muestran la escasa variabilidad de los parametros, tamano y potential zeta, durante el 

20 almacenamiento. 



Eiemplo 5 



Se prepararon nanoparticulas de icido hialur6nico, quitosano y TPP segun la presente 
invenci6n. Se incorporo una macromolecula hidrofobica, CsA, de la manera descrita en el 
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ejemplo 3. Posteriormente, se midi6 el diametro de las nanopartfculas a lo largo de una semana 
para comprobar la estabilidad del sistema con el tiempo. Tambien se comprob6 que el farmaco 
se encuentra incorporado en las partfculas y no precipitado en forma de nanocristales, ya que no 
se observe ningun tipo de crecimiento cristalino. La carga te6rica de CsA se fij6 en un 
porcentaje del 25% respecto a la masa de las nanopartfculas. Las proporciones de los polfmeros 
formadores de las partfculas y el agente reticulante, HANa/CS/TPP, fueron 1/2/0.4 (♦) y 
l/3/0.5(«). 

Eiemplo 6 

Se prepararon nanopartfculas de acido hfalur6nico en forma de sal s6dica, quitosano 
como polfmero cati6nico, y tripolifosfato s6dico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. Se utiliz6 una proporci6n HANa/CS/TPP de 1/2/0.4, y 
sobre estas nanopartfculas se comprob6 el efecto que el tipo de agente criprotector utffizado'en 
el procedimiento de liofiUzacion tiene sobre el tamafio. Asimismo se evalu6 la influencia de la 
concentraci6n de nanopartfculas en la suspensi6n a liofilizar. Tras ensayos preliminares, como 
agentes crioprotectores fueron seleccionados dos azucares, glucosa y trehalosa, y su 
concentraci6n se mantuvo constante, fijandola en un 5% (p/V). 
Eiemplo 7 

Las nanopartfculas desarrolladas por el metodo de la presente invenci6n, y Uofilfzadas 
en presencia de glucosa al 5%(p/V), fueron incubadas en SLF, el cual posee un pH de 7.4 y una 
elevada concentraci6n de iones. La formulaci6n seleccionada foe la misma que en el ejemplo 
anterior. Se realizaron medidas del diametro medio de las partfculas durante 24 horas. 
Eiemplo 8 

Se prepararon nanopartfculas de acido hialurdnico en forma de sal s6dica, quitosano 
como polfmero cati6nico, y tripolifosfato s6dico como agente reticulante, segun el 
procedimiento previamente descrito. La foimulaci6n desarrollada fue aquella con una 
composici6n HANa/CS/TPP: 1/2/0.4, y fixe liofilizada durante 48h utilizando como agente 
crioprotector glucosa al 5%. Posteriormente, se realiz6 un estudio de mucoadhesi6n, utilizando 
para ello SLF y una soluci6n de mucina al 4%. 

El acido hialuronico es un polfmero que presenta un comportamiento viscoelastico en 
forma de gel. En el caso de suspensions coloidales el comportamiento reol6gico resulta mas 
complejo; la viscosidad se ve fuertemente influenciada por las propiedades superficiales de las 
partfculas. 
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La mucoadhesividad de las nanopartfculas foe detenninada a partir de las siguientes 
mezclas, preparadas al 50%: nanoparticulas/mucina, nanopartfculas/SLF y mucina/SLF. La 
existencia de sinergismo en cuanto a la primera de las mezclas respecto al sumatorio de las otras 
dos, observando los valores del m6dulo elastico (G') y m6dulo viscoso (G"), es indicativa de 
que el sistema presenta propiedades mucoadhesivas. La f6nnula matematica utilizada foe: 



G ,{ ' ) -G'% m ^ ttiea y^ Ma ^ /r (G ,l % m ^ calasSlJ! + G' (,) Muci„B4%-SLF) 



10 



resultados de m6dulo elastico y modulo viscoso aparecen en las figuras 1 0 y 1 1 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento de obtencion de nanopartfculas para la aclministraci6n de al 
menos un ingrediente activo, con un diametro inferior a urn, caracterizado porque comprende 
las etapas de: 

5 a) preparar una disoluci6n acuosa de una sal de acido hialur6nico; 

b) preparar una disolucion acuosa de un polimero cati6nico; 

c) adicionar una sal poliani6nica a la disoluci6n de la sal de acido hialur6nico; 

d) mezclar bajo agitation las disoluciones de las etapas b) y c), obteniendose espontaneamente 
las nanopartfculas, 

10 donde el ingrediente activo es disuelto en una de las disoluciones resultantes a), b) o c) o es 
disuelto en la suspensi6n de nanopartfculas obtenida en la etapa d) para ser adsorbido sobre las 
nanopartfculas. 

2. Procedimiento segun la reivindicaci6n 1, caracterizado porque la disolucion de la 
sal de acido hialurdnico se prepara en una concentration de entre 0,50 y 5 mg/mL. 

3. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizado 
porque la disolucion de polfmero cati6nico se prepara en una concentration de entre 0,5 y 5 
mg/mL. 

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado 
porque la sal ani6nica es anadida en una concentraci6n de 0,25 y 1,00 mg/mL. 

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado 
porque el ingrediente activo es una macromolecula. 

6. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 5, caracterizado porque, en caso de que la 
macromoleucla tenga un caracter lipofilico, dicha macromolecula es disuelta, antes de 
incorporarla a una de las disoluciones a) o b), en una mezcla de agua y de un disolvente 
organico miscible con agua, de forma que la concentraci6n del disolvente organico en la 
disolucion final sea menor de 10 % en peso. 

7. Procedimiento segun la reivindicaci6n 6, caracterizado porque el disolvente 
organico es acetonitrilo. 

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado 
30 porque la sal de acido hialur6nico es la sal s6dica. 
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9. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado 
porque el polfmero cati6nico es quitosano. 

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado 
porque el polfmero cati6nico es coldgeno o gelatina. 

5 11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado 

porque la sal poliani6nica es tripolifosfato s6dico. 

12. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado la 
proporci6n de dcido hialur6nico:polimero cati6nico:sal poliani6nica en la disoluci6n final estd 
entre 1:0,5:0,1 y 1:10:2, 

10 13 - Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado 

porque la proportion de £cido hialur6nico:polfmero cati6nico:sal ani6nica estd entre 1:1:0,15 y 
1:10:1.5. 

14. Procedimiento segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado 
porque comprende una etapa adicional e), despufe de la etapa d), de liofilizar las nanopartfculas 

15 obtenidas en presencia de cantidades reducidas de azticares. 

15. Procedimiento segiin la reivindicaci6n 14, caracterizado porque comprende una 
etapa adicional f), despu6s de la etapa e), de regenerar las nanopartfculas liofilizadas. 

16. Nanopartfculas para la administraci6n de un ingrediente activo, obtenibles 
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15. 

20 17 - Nanopartfculas para la administraci6n de un ingrediente activo, caracterizadas 

porque comprende una sal de acido hialur6nico, un polfmero cati6nico, una sal poliani6nica y 
un ingrediente activo. 

18. Nanopartfculas segun la reivindicaci6n 17, caracterizadas porque el ingrediente 
activo es una macromotecula. 

25 19 - Nanopartfculas cualquiera de las reivindicaciones 17 y 18, caracterizadas 

porque la sal de acido hialuronico es la sal s6dica. 

20. Nanopartfculas segun cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, caracterizadas 
porque el polfmero cati6nico es quitosano. 

21. Nanopartfculas segiin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 19, caracterizadas 
30 porque el polfmero cati6nico es col&geno o gelatina. 
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22. Nanopartfculas segtin cualquiera de las reivindicaciones 17 a 21, caracterizadas 
porque la sal poliani6nica es tripolifosfato s6dico. 

23. Composici6n farmac&rtica o cosm&ica caracterizada porque comprende 
nanopartfculas segun las reivindicaciones 16 a 22. 

> 24. Uso de las nanopartfculas segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22 en la 

preparaci6n de una composici6n farmac6utica para administraci6n sobre mucosas, t6pica o 
parenteral. 
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FIG. 2 
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FIG. 3 
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